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Четырехуглеродные дикарбоновые кислоты, в 
частности, яблочная, фумаровая и янтарная, явля-
ются промышленно значимыми химикатами, спо-
собными служить универсальными строитель-
ными блоками в органическом синтезе широкого 
спектра продуктов с высокой добавленной стои-
мостью [1]. В настоящее время эти кислоты по-
лучают нефтехимическим способом. Однако, яв-
ляясь консервативными интермедиатами метабо-
лизма множества организмов, соответствующие 
соединения могут быть получены посредством 
микробного синтеза из возобновляемого расти-

тельного сырья, что может представлять экологи-
чески оправданную альтернативу традиционным 
ресурсо- и энергозатратным процессам.

Природными продуцентами яблочной, фума-
ровой и янтарной кислот являются Aspergillus fla
vus, Aspergillus niger [2], Rhizopus oryzae [3], Actino
bacillus succinogenes [4], Anaerobiospirillum succi
niciproducens [5] и Mannheimia succiniciproducens 
[6]. Однако в силу своих характеристик [7] при-
родные продуценты не могут на сегодняшний день 
обеспечить основу экономически оправданных 
промышленных процессов  биотехнологического  
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получения соответствующих дикарбоксилатов. 
Вместе с тем благодаря удобству в работе и до-
ступности инструментария прецизионного ге-
нетического редактирования значительный про-
гресс в конструировании рекомбинантных про-
дуцентов соответствующих соединений был 
достигнут с использованием в качестве биосин-
тетической платформы клеток Escherichia coli [8].

Факультативно-анаэробная бактерия E. coli 
способна формировать яблочную, фумаровую и 
янтарную кислоты при утилизации углеродного 
субстрата как в анаэробных, так и в аэробных ус-
ловиях. В отсутствие кислорода основным путем 
биосинтеза этих кислот в клетках E. coli служат 
реакции восстановительной ветви цикла трикар-
боновых кислот (ЦТК), тогда как при аэрации со-
ответствующие интермедиаты образуются в ходе 
функционирования полного оксидативного ЦТК. 
При этом анаэробный синтез четырехуглеродных 
дикарбоксилатов является более выгодным, так 
как способен обеспечить высокий выход целевых 
продуктов за счет фиксации СО2 на стадии образо-
вания ЩУК, ключевого метаболита-предшествен-
ника восстановительной ветви ЦТК. Тем не ме-
нее, на сегодняшний день анаэробная конверсия 
глюкозы, традиционного субстрата микробной 
биотехнологии, в целевую дикарбоновую кислоту 
с выходом, близким к максимальному теоретиче-
скому значению, была достигнута с использова-
нием сконструированных штаммов E. coli только 
в случае янтарной кислоты, эффективный био-
синтез которой предполагает участие не только 
восстановительной ветви ЦТК, но и реакций гли-
оксилатного шунта (ГШ) [9–11].  Таким об разом, 
разработка подходов к созданию высокоэффек-
тивных микробных продуцентов не только янтар-
ной, но также яблочной и фумаровой кислот оста-
ется актуальной задачей.

Стандартные подходы, направленные на обе-
спечение эффективной анаэробной продукции че-
тырехуглеродных дикарбоновых кислот в клетках 
E. coli, включают повышение внутриклеточной 
доступности ЩУК для целевых биосинтетиче-
ских реакций восстановительной ветви ЦТК. Со-
ответствующий эффект обычно достигается в 
результате повышения экспрессии генов, коди-
рующих анаплеротические ферменты [12, 13]. 
 Основными анаплеротическими ферментами бак-
терий, ответственными за формирование ЩУК 
из гликолитических предшественников, являются 
карбоксилирующие ФЕП фосфоенолпируваткар-
боксилаза (КФ 4.1.1.31) и фосфоенолпируваткар-
боксикиназа (КФ 4.1.1.49), а также пируваткар-

боксилаза (КФ 6.4.1.1), использующая в качестве 
субстрата пировиноградную кислоту [14]. Клет-
ки E. coli обладают обоими карбоксилирующими 
ФЕП ферментами, тогда как активность пируват-
карбоксилазы у этой бактерии отсутствует. Вслед-
ствие этого наличие гетерологичной пируваткар-
боксилазы в рекомбинантных штаммах E. coli 
способствует повышению гибкости и эффектив-
ности анаплеротических процессов [14, 15]. Од-
нако было показано, что гетерологичная экспрес-
сия гена пируваткарбоксилазы у штамма E. coli, 
направленно сконструированного для анаэробной 
конверсии глюкозы в четырехуглеродные дикарбо-
новые кислоты, приводила к возникновению фу-
тильного цикла пировиноградная кислота–ЩУК–
яблочная кислота–пировиноградная кислота, обу-
словленному декарбоксилирующей активностью 
клеточных малатных ферментов (КФ 1.1.1.39/40) 
[16]. Очевидно, что функционирование выявлен-
ного футильного цикла, непродуктивно расходую-
щего пировиноградную и щавелевоуксусную кис-
лоты, является конкурентным по отношению к 
биосинтезу целевых дикарбоксилатов, происходя-
щему по восстановительной ветви ЦТК, и может 
оказывать негативное влияние на эффективность 
их анаэробной продукции из глюкозы.

Целью работы было исследование эффек-
та инактивации малатных ферментов на ана-
эробную продукцию четырехуглеродных ди-
карбоновых кислот рекомбинантными штам- 
мами Escherichia coli, экспрессирующими пи- 
руваткарбоксилазу.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Бактериальные штаммы, плазмиды и среды
Использованные в работе штаммы, плазмиды 

и праймеры представлены в табл. 1.
Штамм E. coli K-12 MG1655 (ВКПМ B-6195) 

и ранее сконструированный штамм E. coli MSG1.0 
 ΔfrdAB ΔpflB [17], обозначенный как FP и облада-
ющий модифицированной системой транспорта 
и фосфорилирования глюкозы, делетированной 
пируват-формиат-лиазой (КФ 2.3.1.54), и инакти-
вированными путями смешанно-кислотного бро-
жения, были использованы в качестве исходных 
для конструирования всех полученных в рабо-
те штаммов. Бактерии культивировали в богатых 
средах LB, SOB и SOC, а также в минимальной 
среде М9 [18] с добавлением при необходимости 
100 мкг/мл ампициллина («Синтез», Россия) или 
30 мкг/мл хлорамфеникола (Sigma, США).
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Реагенты

В работе использовали Taq-ДНК-полимеразу 
(Thermo Scientific, Литва), олигонуклеотид-
ные праймеры (см. табл. 1), синтезированные 
ООО «Евроген» (Россия), компоненты питатель-
ных сред, соли и другие реагенты (производства 
Panreac, Испания и Sigma, США). Полученные 
ПЦР-продукты очищали методом электрофореза 
в агарозном геле и выделяли с помощью набора 
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, США).

Конструирование штаммов и плазмид
Все хромосомные модификации осущест-

вляли с использованием модифицированной 
[19] методики, разработанной Даценко и Ванне-
ром [20]. Линейные фрагменты ДНК для инак-
тивации генов maeA и maeB, содержащие мар-
кер устойчивости к хлорамфениколу (ген cat), 
получали при помощи ПЦР с использовани-
ем двух пар праймеров (P1, P2 и P3, P4) и плаз-

миды pMW118-(λattL-Cm-λattR) [19] в качестве 
матрицы (см. табл. 1). Полученные фрагмен-
ты ДНК были индивидуально интегрированы 
в хромосому штамма E. coli MG1655, несуще-
го плазмиду-помощник pKD46 [20]. Факт соот-
ветствия предполагаемых и полученных экспе-
риментально структур хромосом отобранных 
штаммов с индивидуально инактивированными 
генами maeA и maeB подтверждали ПЦР-анали-
зом с помощью пар локус-специфичных прайме-
ров – P5, P6 и P7, P8.

Штаммы FP ∆maeA, FP ∆maeB и FP ∆maeA 
∆maeB были получены при введении получен-
ных индивидуальных модификаций в хромосому 
штамма FP с помощью P1-зависимой трансдук-
ции [18]. Удаление из хромосом целевых штам-
мов маркера, фланкированного att-сайтами фага 
лямбда, проводили с использованием плазмиды 
pMWts-Int/Xis, как описано ранее [21]. Трансфор-
мацию штаммов плазмидой pPYC [22] осущест-
вляли по стандартной методике.

Та бл и ц а  1
Штаммы, плазмиды и олигонуклеотидные праймеры, использованные в настоящей работе

Strains, plasmids and oligonucleotide primers used in this work

Название Генотип/последовательность 5'→3' Источник

Штаммы
MG1655 E. coli дикого типа (ВКПМ B-6195) ВКПМ
FP E. coli MSG1.0 (MG1655 ∆ackApta, ∆poxB, ∆ldhA, ∆adhE, ∆ptsG, 

PLglk, PtacgalP) ∆frdAB, ∆pflB
[17]

Коллекция 
лаборатории

FP ∆maeA E. coli MSG1.0 ∆frdAB, ∆pflB, ∆maeA » »
FP ∆maeB E. coli MSG1.0 ∆frdAB, ∆pflB, ∆maeB » »
FP ∆maeA ∆maeB E. coli MSG1.0 ∆frdAB, ∆pflB, ∆maeA, ∆maeB » »

Плазмиды
pMW118-(lattL-Cm-lattR) pSC101, bla, cat, λattL-cat-λattR [19]
pKD46 pINT-ts, bla, ParaB-λgam-betexo [20]
pMWts-Int/Xis pSC101-ts, bla, PR-λxisint, cIts857 [21] 
pPYC pMW119 с клонированным геном пируваткарбоксилазы (pycA)  

из B. subtilis [22]
Праймеры

P1 gatggatattcaaaaaagagtgagtgacatggaacccgctcaagttagtataaaaaagctgaac Данная работа
P2 ttagatggaggtacggcggtagtcgcggtattcggctgaagcctgcttttttatactaagttgg » »
P3 aatggatgaccagttaaaacaaagtgcacttgatttcgctcaagttagtataaaaaagctgaac » »
P4 ttacagcggttgggtttgcgcttctaccacggccagtgaagcctgcttttttatactaagttgg » »
P5 cgctgaaaagtaattcataaccatc » »
P6 gttctgcatagcaggtgaggc » »
P7 gacaggcatggtattgctgg » »
P8 gagagatattcgctgtggtgc » »
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Культивирование штаммов для биосинтеза 
дикарбоновых кислот

Клетки штаммов FP [pPYC], FP ∆maeA [pPYC], 
FP ∆maeB [pPYC] и FP ∆maeA ∆maeB [pPYC] вы-
ращивали в течение ночи в среде М9, содержа-
щей 2 г/л глюкозы, при 37 °C. К 5 мл ночной куль-
туры добавляли 45 мл среды М9, содержавшей 
10г/л глюкозы и 10 г/л дрожжевого экстракта. По-
лученную культуру выращивали в колбах объ-
емом 750 мл при 37 °C на роторной качалке при 
250 об/мин в течение 8 ч. Клеточную суспензию 
центрифугировали в течение 15 мин при 2000 g 
и 4 °C. Осадок ресуспендировали в 15 мл среды 
М9, содержащей 10 г/л глюкозы и 10 г/л NaHCO3. 
В дальнейшем культуру инкубировали в течение 
24 ч в пробирках объемом 15 мл с завинчиваю-
щимися крышками при 37 °C на роторной качалке 
(250 об/мин). Все среды дополнительно содержа-
ли 100 мкг/мл ампициллина.

Затем клеточную суспензию центрифугирова-
ли в течение 10 мин при 10 000 g и в полученном 
супернатанте определяли концентрацию секре-
тированных метаболитов и остаточной глюкозы. 
Все эксперименты повторяли не менее трех раз, 
результаты повторных экспериментов варьирова-
ли в диапазоне, не превышающем 10%.

Аналитические методы
Концентрацию органических кислот в КЖ, 

освобожденной от биомассы центрифугировани-
ем, определяли методом ВЭЖХ с использовани-
ем системы Waters HPLC system (Waters, США). 
Применяли ион-эксклюзионную колонку Rezex 
ROA-Organic Acid H+ (8%), 300 × 7,8 мм, 8 мкм 
(Phenomenex, США) с детекцией при длине вол-
ны 210 нм. В качестве подвижной фазы исполь-
зовали водный раствор серной кислоты (2,5 мМ) 
со скоростью потока 0,5 мл/мин. Для измерения 
концентрации глюкозы система была укомплек-
тована рефрактивным детектором Waters 2414 
и колонкой Spherisorb-NH2, 4,6 × 250 мм, 5 мкм 
 (Waters). Подвижной фазой служил ацетонитрил в 
смеси с водой (объемное соотношение 75:25) при 
скорости потока 1 мл/мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для изучения влияния инактивации малатных 
ферментов на анаэробную продукцию четыреху-
глеродных дикарбоновых кислот рекомбинантны-
ми штаммами Escherichia coli, экспрессирующими 
пируваткарбоксилазу, в качестве базового исполь-

зовали штамм FP (см. табл. 1). Данный штамм был 
ранее направленно сконструирован для анаэроб-
ной продукции яблочной, фумаровой и янтарной 
кислот из глюкозы по восстановительной ветви 
ЦТК. Основные пути смешанно-кислотного бро-
жения у штамма были инактивированы путем де-
леции генов ackA, pta, poxB, ldhA и adhE, кодирую-
щих ключевые ферменты E. coli, ответственные за 
образование уксусной кислоты, молочной кисло-
ты и этанола. Внутриклеточная доступность ФЕП, 
субстрата клеточных ЩУК-синтезирующих ана-
плеротических ферментов, была повышена за счет 
обеспечения ФЕП-независимого транспорта и фос-
форилирования глюкозы. Формирование полного 
спектра четырехуглеродных интермедиатов ЦТК – 
яблочной, фумаровой и янтарной кислот – было 
обеспечено в результате делеции генов frdAB, ко-
дирующих каталитические компоненты фумарат-
редуктазного комплекса (КФ 1.3.5.4). Анаэробный 
биосинтез соответствующих метаболитов в клет-
ках штамма FP и его производных предполагал, та-
ким образом, вовлечение ЩУК в серию остаточ-
ных реакций брожения, включающих, в частности, 
превращения, катализируемые малатдегидрогена-
зой (КФ 1.1.1.37), фумаразами (КФ 4.2.1.2) и аэ-
робно синтезированной сукцинатдегидрогеназой 
(КФ 1.3.5.1) [16, 17]. При этом вклад реакций ГШ 
в биосинтез яблочной и янтарной кислот у штамма 
был снижен благодаря инактивации гена pflB, ко-
дирующего пируват-формиат-лиазу (КФ 2.3.1.54), 
основной фермент, снабжающий клетку E. coli 
ацетил-КоА в условиях анаэробиоза.

При анаэробной утилизации глюкозы штамм 
FP [pPYC], экспрессирующий пируваткарбокси-
лазу B. subtilis, синтезировал яблочную, фумаро-
вую и янтарную кислоты с молярным выходом, 
составляющим около 0,11, 0,02 и 0,76 моль/моль, 
соответственно (рисунок).

При этом доля четырехуглеродных метабо-
литов среди продуктов брожения у полученных 
штаммов составляла лишь 57,4% (табл. 2), а ос-
новным побочным продуктом являлась пировино-
градная кислота (см. рисунок).

Значительная секреция штаммом пирови-
ноградной кислоты являлась следствием актив-
ности ранее выявленного футильного цикла пи-
ровиноградная кислота–ЩУК–яблочная кисло-
та–пировиноградная кислота, обусловленного 
действием клеточных малатных ферментов [16]. 
Клетки E. coli обладают двумя малатными фер-
ментами, NADH-зависимым MaeA (КФ 1.1.1.39) и 
 NADPH-зависимым MaeB (КФ 1.1.1.40) [23]. Мож-
но было предположить, что основным  малатным 
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ферментом, обеспечивающим функционирова-
ние футильного цикла, служил  NADH-зависимый 
MaeA. Действительно, базальная активность 
NADH- зависимого малатного фермента в клет-
ках E. coli относительно высока [24]. Кроме сви-
детельств о позитивном или нейтральном эффек-
те сверхэкспрессии гена maeA на анаэробную 
продукцию янтарной кислоты штаммами E. coli 
[25] сообщалось также о возрастающем био-
синтезе интермедиатов восстановительной вет-
ви ЦТК при инактивации соответствующего гена 
[26, 27]. В связи с этим у штамма FP [pPYC] был 
прежде всего инактивирован ген, кодирующий 
 NADH-зависимый малатный фермент.

В ходе анаэробной утилизации глюкозы полу-
ченный штамм FP ∆maeA [pPYC] синтезировал 
яблочную кислоту с выходом ~0,2 моль/моль, кото-

рый увеличивался в первую очередь за счет сниже-
ния секреции пировиноградной и молочной кис-
лот (см. рисунок). Выход фумаровой и янтарной 
кислот также был несколько повышен, и суммар-
ная доля сформированных штаммом четырехугле-
родных дикарбоксилатов достигала 65,7% от всех 
продуктов брожения (см. табл. 2). Таким образом, 
инактивация NADH-зависимого малатного фер-
мента в некоторой степени достоверно снижала у 
штамма FP ∆maeA [pPYC] активность футильного 
цикла пировиноградная кислота– ЩУК–яблочная  
кислота–пировиноградная кислота, обеспечивая 
повышенный синтез целевых четырехуглерод-
ных дикарбоновых кислот. Однако распределение 
синтезированных штаммом метаболитов указыва-
ло на то, что гликолитический поток углерода не 
был полностью направлен в  восстановительную 

Молярный выход метаболитов, синтезированных исследованными штаммами при анаэробной утилизации глюкозы: 
I – пируват; II – лактат; III – ацетат; IV – малат; V – фумарат; VI – сукцинат

Molar yield of metabolites synthesized by investigated strains during anaerobic glucose utilization: I, pyruvate; II, lactate; III, 
acetate; IV, malate; V, fumarate; VI, succinate

Та бл и ц а  2
Характеристики ферментативного метаболизма сконструированных штаммов  
при анаэробной утилизации глюкозы

Characteristics fermentative of metabolism in constructed strains during anaerobic glucose utilization

Штамм
Доля четырехуглеродных метаболитов (%) среди 

секретированных продуктов 
брожения 

детектированных восстановленных 
продуктов брожения

FP [pPYC] 57,4 78,1
FP DmaeA [pPYC] 65,7 84,8
FP DmaeB [pPYC] 61,0 81,1
FP DmaeA DmaeB [pPYC] 77,6 91,5
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ветвь ЦТК. При этом сохраняющаяся значимая 
продукция молочной кислоты указывала на то, 
что эффективное реокисление восстановленных 
эквивалентов не могло быть обеспечено у штам-
ма одними NADH- зависимыми реакциями обра-
зования яблочной, фумаровой и янтарной кис-
лот. Секреция молочной кислоты штаммами, ли-
шенными ферментативной лактатдегидрогеназы 
LdhA (КФ 1.1.1.28), свидетельствовала об акти-
вации респираторных лактатдегидрогеназ Dld 
(КФ 1.1.5.12) и/или LldD, которая компенсиро-
вала недостаточность процессов брожения для 
поддержания клеточного окислительно-восста-
новительного баланса. Тем не менее, вклад ре-
спираторных ферментов в формирование восста-
новленных продуктов анаэробной утилизации 
глюкозы штаммом FP ∆maeA [pPYC] снижался по 
сравнению с родительским штаммом FP [pPYC] и 
доля четырехуглеродных метаболитов среди этих 
соединений достигала 84,8% (см. табл. 2).

Принимая во внимание эти наблюдения, нель-
зя было исключить, что из-за особенностей под-
держания внутриклеточного баланса NADH/
NADPH при анаэробиозе определенная роль в 
функционировании футильного цикла пировино-
градная кислота–ЩУК–яблочная кислота–пиро-
виноградная кислота принадлежит также клеточ-
ному NADPH-зависимому малатному ферменту. 
Для проверки данной гипотезы ген, кодирующий 
этот фермент, был также инактивирован у базово-
го штамма-продуцента.

Профиль метаболитов, синтезированных по-
лученным штаммом FP ∆maeB [pPYC] при анаэ-
робной утилизации глюкозы, был сравним с про-
филем, наблюдаемым у штамма FP ∆maeA [pPYC] 
(см. рисунок). Несмотря на то, что молярный вы-
ход яблочной, фумаровой и янтарной кислот был 
несколько ниже, чем у штамма FP ∆maeA [pPYC], 
он все же превосходил показатели родительского 
штамма FP [pPYC], указывая на негативное вли-
яние активности NADPH-зависимого малатного 
фермента на анаэробное формирование четыре-
хуглеродных интермедиатов ЦТК.

В связи с полученными данными у базового 
штамма были инактивированы оба гена, кодиру-
ющие малатные ферменты. Продукция пирови-
ноградной и молочной кислот, синтезированных 
штаммом FP ∆maeA ∆maeB [pPYC] при анаэроб-
ной утилизации глюкозы, резко снижалась не толь-
ко по сравнению с исходным штаммом FP [pPYC], 
но также и с контрольными штаммами FP ∆maeA 
[pPYC] и FP ∆maeB [pPYC] (см. рисунок). Наря-
ду с этим значительно возрастала секреция штам-

мом яблочной кислоты; при этом молярный вы-
ход данного дикарбоксилата из глюкозы достигал 
~0,36 моль/моль. Выход фумаровой кислоты по-
вышался практически в 2 раза (см. рисунок). В ре-
зультате, несмотря на фактически не изменивший-
ся уровень синтеза янтарной кислоты, доля целе-
вых четырехуглеродных дикарбоксилатов среди 
продуктов брожения, сформированных штаммом 
FP ∆maeA ∆maeB [pPYC], повышалась до 77,6%, а 
их доля среди восстановленных метаболитов до-
стигала 91,5% (см. табл. 2).  Последний результат 
свидетельствует о том, что прекращение функ-
ционирования футильного цикла пировиноград-
ная кислота–ЩУК–яблочная кислота–пирови-
ноградная кислота позволяло штамму FP ∆maeA 
∆maeB [pPYC] эффективно реокислять гликоли-
тически сформированные  NADH-экви валенты в 
реакциях восстановительной ветви ЦТК при ин-
тенсивном формировании необходимого предше-
ственника (ЩУК) под действием как  ФЕП-, так 
и пируваткарбоксилирующих анаплеротических 
ферментов.  Поскольку соответствующий фер-
ментативный процесс непосредственно сопря-
жен с биосинтезом яблочной, фумаровой и ян-
тарной кислот, размыкание футильного цикла 
позволило в итоге обеспечить повышенный анаэ-
робный синтез целевых дикарбоксилатов скон-
струированным штаммом. Остаточная секреция 
штаммом пировиноградной, молочной и уксус-
ной кислот была, по-видимому, обусловлена не-
оптимальным распределением потоков углерода в 
метаболическом узле ФЕП–пировиноградная кис-
лота–ацетил-КоА. Эффективная координация ре-
акций соответствующего метаболического узла, 
способствующая предпочтительному формирова-
нию ЩУК, может быть в дальнейшем достигну-
та путем сверхэкспрессии генов ppc и/или pckA, 
кодирующих фосфоенолпируваткарбоксилазу и 
фосфоенолпируваткарбоксикиназу, и снижения 
интенсивности остаточной конверсии пирови-
ноградной кислоты в ацетил-КоА под действием 
пируватдегидрогеназы.

Таким образом, результаты настоящего иссле-
дования свидетельствуют о том, что инактивация 
малатных ферментов способствует повышению 
синтеза четырехуглеродных дикарбоновых кис-
лот по восстановительной ветви ЦТК штаммами 
E. coli, формирующими ЩУК с участием пиру-
ваткарбоксилазы, и, по-видимому, является необ-
ходимым условием для обеспечения эффективной 
и сбалансированной в окислительно-восстанови-
тельном аспекте анаэробной продукции целевых 
соединений из глюкозы.
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Abstract–The genes maeA and maeB encoding NADH- and NADPH-dependent malic enzymes have been 
deleted in a recombinant Escherichia coli strain with the inactivated mixed-acid fermentation pathways 
and a modified system of glucose transport and phosphorylation upon the heterological expression of the 
pyruvate carboxylase gene. During anaerobic glucose utilization, the parental strain synthesized malic, 
fumaric, and succinic acids as the main fermentation end products, while pyruvic acid was accumulated as 
the main by-product resulting from the functioning of the pyruvate–oxaloacetate–malate–pyruvate futile 
cycle. Upon individual deletions of the maeA and maeB genes, the mutant strains converted glucose into 
four-carbon dicarboxylic acids with the increased efficiency still secreting notable amounts of pyruvic 
acid. The combined inactivation of both malic enzymes in the constructed strain significantly elevated the 
portion of malic, fumaric, and succinic acids among the fermentation end products with the concomitant 
decrease in the secretion of pyruvic acid and other by-products due to the abolishment of the action of the 
futile cycle competing with the target biosynthetic processes.
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